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和文要旨： 

Down症候群（DS）の歯周病は早期発症で急速に進行しやすいことが知られ，その原因

に免疫応答異常が挙げられる。免疫応答の中心である T細胞の分化を担う Interleukin

（IL）-4には抗炎症作用があり，炎症の収束で重要な働きをする。現在までに，DSの歯

周病に関して炎症抑制因子に着目した報告はない。そこで，我々は DSにみられる炎症応

答への IL-4の関与を検証した。 

健常者由来歯肉線維芽細胞（NGF）と Down症候群由来歯肉線維芽細胞（DGF）にリコン

ビナントタンパク rIL-1 および rIL-4を添加し，細胞応答を確認した。ELISA法にてタン

パク産生量を測定し，real-time PCR法によって遺伝子発現量を確認した。内部標準として

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenaseを用いた。さらに，Western blotting法にて，転写

因子である nuclear factor (NF)- B p65，signal transducer and activator of transcription 

（STAT）6および 3のリン酸化を確認した。内部標準として -actinを用いた。 

NGFでは rIL-1 /IL-4群で rIL-1 群より IL-6と IL-8の発現は減少したが DGFでは増大

した。転写因子のリン酸化反応は NF- B p65と STAT6では DGFの方が低く，STAT3では

DGFの方が高かった。以上の事から DGFでは IL-1 で発現誘導された IL-6および IL-8に

対する IL-4による抑制効果は認められず，NGFとは異なる STAT6および STAT3のリン酸

化反応が関与していることが考えられた。  
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英文抄録： 

Periodontal disease in individuals with Down syndrome (DS) develops early-onset with rapidly 

and extensively progressive. The mechanisms have not been understood. Previous studies indicated 

that interleukin (IL)-4 suppressed IL-1 -induced chemokines and matrix metalloproteinase in 

gingival fibroblasts and periodontal ligament cells. We studied the cellular response in gingival 

fibroblasts derived from individuals with non-DS (NGF) and fibroblasts derived from individuals 

with DS (DGF) stimulated with recombinant IL-1(rIL-1) and recombinant IL-4 (rIL-4) to ensure 

the anti-inflammatory effect of IL-4 to DGF. The experimental groups were four, control, rIL-1 

additive group, rIL-4 additive group and the group that added rIL- and rIL-4 simultaneously (rIL-

1/IL-4). We measured the productions of IL-6 and IL-8 in supernatants using ELISA and analyzed 

those mRNA expressions using real-time PCR. In addition, phosphorylation of NF-B p65, STAT6, 

which are knows as transcription factors, were detected by Western blotting. The protein productions 

and mRNA expressions of IL-6 and IL-8 in DGF with rIL-1 were significantly higher than those in 

NGF. However, phosphorylation of NF-B p65 was weak in DGF with rIL-1. The IL-6 and IL-8 

productions and mRNA expressions were significantly lower in NGF with rIL-1/IL-4 compared to 

that with rIL-1 . On the other hand, those in DGF with rIL-1/IL-4 were significantly higher than 

those in DGF with rIL-1. The phosphorylation of STAT6 was weak in DGF compared to NGF. It is 

considered the enhancement of IL-6 and IL-8 expressions in DGF with rIL-1 were via not only NF-

B but also other signal pathways and factors. In addition, it is also considered that the weakness of 

phosphorylation of STAT6 induced the enhancement of IL-6 and IL-8 in DGF with rIL-1/rIL-4. It 

seemed that IL-4 plays as an anti-inflammatory factor in NGF but not in DGF.  
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緒 言 

Down 症候群（DS）は遺伝的背景によって，様々な機能異常および形態異常が表出する 1)。

全身的には易感染性であり自己免疫疾患などの発症率が高く 2)，口腔領域では健常者に比べ

て早期に発症し進行も早い重篤な歯周病の罹患率が高いことが報告されている 3)。DS の平

均寿命が 50歳を超えた今，歯の早期脱落は長期間にわたる生活の質の低下だけでなく，オ

ーラルフレイルによる全身機能低下にも深く関与することが推察される。従って，DSにお

ける重篤な歯周病の原因究明は急務である。DSに認められる T細胞や B細胞などのリンパ

球，好中球，単球，免疫グロブリンの形態異常および機能異常に起因する免疫応答異常や活

性酸素種の過剰産生などが，その特徴的な歯周病の原因の一端と考えられている 5,6)。我々

も現在までに，DS由来歯肉線維芽細胞（DGF）と健常者由来歯肉線維芽細胞（NGF）を歯

周病原細菌の外膜構成成分である lipopolysaccharide (LPS)で刺激し，DGFにおける炎症関連

物質が NGFに比べて増大する結果を報告しているが 7-9)，未だ全容解明には至っていない。

慢性炎症は炎症期が完結されないことが原因となっていることも指摘されていることから

10, 11)，DSにおいては炎症の収束が適切に行われていないのではないかと考え，本研究では

炎症の促進ではなく抑制に着目することとした。歯周病にみられる歯槽骨の吸収は，歯周病

原菌やその構成成分である LPS，菌体外酵素などによって局所的に産生される interleukin（IL）

-1や tumor necrosis factor  （TNF-），IL-6などの炎症性サイトカインが，他の炎症関連物

質の産生を誘導することで複雑なサイトカインネットワークを形成し，破骨細胞の分化と

活性化を促進することよる結果である 12)。このように IL-1は歯周病の炎症応答において重

要な役割を示すが，近年 IL-1刺激を受けたヒト歯肉線維芽細胞（hGF）において，上昇し

た matrix metalloproteinase (MMP)3が IL-4によって抑制されるとの報告がなされた 13)。MMP

の過剰産生は歯周組織を構成する細胞外マトリックスの分解を促進させることから，IL-4に

よって MMP3 が抑制されたことは，歯周病による組織破壊の制御に深く関与することを示

唆している。IL-4は多面発現性の免疫調整因子で主に T helper (Th) 2細胞あるいは肥満細胞

などから産生されるサイトカインであり，リンパ球の走化性に関与することが知られてい

るが 14)，hGFからも産生され,破骨細胞の生成を減少させるとの報告もある 15)。また，歯周

組織の局所的な IL-4の欠如は組織破壊を誘発させると言われている 16)。さらに，IL-4は IL-

1 によって誘導される炎症関連因子である prostaglandin E2（PGE2）の産生量を抑制すると

の報告もあり 17)，抗炎症作用としての働きが着目され，近年では創薬のターゲットにもな

っている。以上のことから我々は hGFにおいても IL-4は，サイトカインネットワークの形

成に深く関与する IL-1によって発現誘導された炎症メディエーターも抑制するのではない

かと考えた。さらに，IL-1によるシグナル伝達が IL-4 によって制御されれば，DS にみら

れる重篤な歯周病を改善できるのではないかと考えた。歯周病における骨吸収に深く関与

することが知られ多様な作用をもつ IL-6および好中球の走化性に関与する IL-8を炎症の指

標とし，それらが DGF において IL-4 によって抑制されるのかを検証し，さらに，IL-1と

IL-4 のそれぞれのシグナル伝達を担う転写因子のリン酸化を確認した。IL-1のシグナル伝
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達において重要な役割を担う転写因子は nuclear factor (NF)-B p65であり 18)，IL-4のシグナ

ル伝達において重要な役割を担う転写因子は signal transducer and activator of transcription 

（STAT）6および STAT3であることが知られている 19)。また B細胞において，IL-4が STAT6

を介して NF-B の発現調節にも関与するとの報告 20)や STAT6 と NF-B の遺伝子配列に共

通する配列が存在することから相互に影響を及ぼし合うとの報告もある 21, 22)。以上のこと

から我々は免疫応答異常を認める DS由来の DGFにおいては IL-1添加による DGFの IL-6

および IL-8の発現誘導は NGFよりも強く，それが NF-B p65のリン酸化を介するものであ

り，さらに IL-4添加により，STAT6および SATA3を介して IL-6および IL-8の発現誘導が

抑制されると想定した。 

 

 

材料および方法 

1. 細胞培養 

 十分なインフォームドコンセントを行い，同意を得た DS（n=4，年齢幅：8-12歳）および

健常者（n=4，年齢幅：16-18歳）から，歯の交換期による抜歯時ないし，歯科矯正による便

宜抜歯時に辺縁歯肉を採取し，歯肉線維芽細胞を分離培養した。培養は 10%ウシ胎児血清

（Fetal bovine serum：以下 FBS）および抗菌薬（50 units/ml penicillin，50 µg/ml streptomycin：

GIBCO，USA）を含む Dulbeco’s modified Eagle‘s medium （Sigma，USA；以下 D-MEM）で

行い，培養条件は 37℃，air 95%，CO2 5%の条件下であった。実験には 5～6継代したもの

を用いた。 

 

2. タンパク産生量の測定 

 NGFおよび DGFを 60 mm 培養 dish に 4×105細胞/dish になるよう播種し，18 時間培養

後，FBS および抗菌薬を含まない新鮮な D-MEM に培地交換し 10 ng/ml のリコンビナント

IL-1（rIL-1）（R&D systems, USA）および 10 ng/ml のリコンビナント IL-4（rIL-4）

（PEPROTECH，USA）を添加した。rIL-1および rIL-4の添加濃度は過去の論文を参考に決

定した 12)。rIL-1と rIL-4の同時添加群（以下 rIL-1/IL-4群）の他に，それぞれのリコンビ

ナントの影響を確認するため，rIL-4単独添加群（以下 rIL-4群），rIL-1単独添加群（以下 r 

IL-1群）を設けた。また，コントロール群は，rIL-1，rIL-4を無添加とし同量の H2Oを添

加した。 

添加後 6および 24時間培養した後，培養上清を回収し ELISA法にて IL-6および IL-8の培

養上清中のタンパク量を測定した。ELISA 法はそれぞれ Human IL-6 ないし Human IL-8 

ELISA Ready-SET-Go（eBioscience, USA）を用いて行った。 

結果の表示は，事前に NGF および DGF ともに n ごとにデータを集計し，逸脱した値を示

した nがないことを確認したうえで，NGFおよび DGFともに各群 n=1に対して 3 wellずつ

とし，n=4すべてのデータを統合した 12サンプルから標準偏差を求めて示した。 
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3. 遺伝子発現解析 

 リコンビナントタンパクの添加までの実験過程をタンパク産生量の測定と同様に行い，

添加後 6時間で細胞を回収した。回収した細胞から total RNAを RNeasy Mini Kit®（Qiagen，

Germany）にて抽出した。抽出した total RNAから QuantiTect Reverse Transcription Kit®（Qiagen，

Germany）を用いて cDNAを合成した。これらの cDNAを鋳型とし，KAPA SYBR FAST qPCR 

Kit®（Kapa Biosystems，USA）と IL-6， IL-8 およびハウスキーピング遺伝子である

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)のプライマー（表 1）を用いて real-time 

PCR法（Eco TM Real Time PCR system；illumina，USA）にて遺伝子発現解析を行った。ハウ

スキーピング遺伝子である GAPDH を内部標準として用いた。ターゲット遺伝子発現量を

GAPDHに対する比率で表した。実験群はタンパク産生量の測定と同様 4群である。結果の

表示はタンパク産生量と同様に行った。 

 

4. 転写因子のリン酸化解析 

 NGF（n=4）および DGF（n=4）を 6 well 培養プレートに 2×105細胞/wellになるよう播種

した。播種は n=1あたり 1 wellずつとした。18時間培養後，FBSおよび抗菌薬を含まない

新鮮な D-MEMに交換し，10 ng/mlの rIL-1および 10 ng/ml の rIL-4を添加した。添加後，

15，30分で，培養上清を完全に除去した細胞からタンパクを抽出した。抽出には，Protease 

Inhibitor Cocktail®（Thermo Fisher Scientific, USA）および Phosphatase Inhibitor Cocktail 

Solution®（Wako，Japan）を含む RIPA buffer®（Wako，Japan）を用いた。Bradford法にて定

量し，タンパク量を合わせてWestern blotting法によってタンパク発現解析を行った。Western 

blotting法は，10% SDS-polyacrylamide gel (Wako, Japan)を用いて電気泳動を行い，ニトロセ

ルロースメンブレン (Thermo Fisher Scientific, USA)を用いて転写を行った。メンブレンに転

写されたタンパクに任意の各種一次抗体を反応させた後，酵素で標識された二次抗体を反

応させて発色しリン酸化されたタンパクの検出を行った。一次抗体として，phospho- NF-B 

p65 ラビットモノクローナル抗体（Cell Signaling Technology, USA）, phospho- signal transducer 

and activator of transcription 6（phospho-STAT6）ラビットポリクローナル抗体 (Cell Signaling 

Technology, USA), phospho- signal transducer and activator of transcription 3（phospho-STAT3）ラ

ビットモノクローナル抗体および-actin マウスモノクローナル抗体（Sigma-Aldrich, USA）

を用いた。全ての一次抗体を 1：500で各々のメンブレンと 1時間反応させた。二次抗体と

して，HRP標識抗体である抗マウス IgG抗体（GE Healthcare, USA）および抗ラビット IgG

抗体(Sigma-Aldrich, USA)を使用した。全ての二次抗体は 1:5000にて各々のメンブレンと 45

分間室温で反応させ，Chemi-Lumi One Super（Nacalai tesque, Japan）と ChemiDoc™ Touch MP 

system（Bio-Rad, USA）を使用し，特異的バンドの検出を行った。 

全ての試料に対し細胞播種からバンド検出までの全ての行程を 3 回繰り返し行った。その
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後，得られたバンド画像を Image Jで処理し，バンドの輝度を数値化した。Phospho- NF-B 

p65，phospho-STAT6および phospho-STAT3の輝度値を内部標準である-actinの輝度値で標

準化し，相対シグナル強度とした。 

 

6. 統計処理 

 SPSS Version 26.0（IBM，USA）を用いて、二元配置分散分析後，Tukey-Kramer testを用

い有意水準 5％で統計処理を行った。 

 

なお，本研究は日本大学研究倫理委員会の承認を得て行ったものである（倫理審査承認番

号；EC16-15-011-1）。 

 

 

結 果 

１．タンパク産生量への影響 

 NGFでは rIL-1群に比べて rIL-1/IL-4 群の IL-6 産生量は 6 時間，24 時間ともに有意に

減少したが，DGFでは有意差を認めなかった。また，NGF，DGFともにコントロール群に

比べて，rIL-4群，rIL-1群，rIL-1/IL-4群の IL-6産生量は 6，24時間で有意に高かった。6

時間のコントロール群，rIL-4群は NGFと DGFに有意差を認めなかったが，それ以外では，

6 時間，24 時間ともにそれぞれの実験群で，DGF の方が NGF よりも有意に高かった（図

1A）。 

 NGFにおける rIL-1/IL-4群の IL-8産生量は，6時間，24時間ともに，rIL-1群に比べて

有意に減少した。一方，DGFにおいては rIL-1/IL-4群の方が IL-1群よりも 6時間，24時

間ともに有意に増加した。そして，NGF，DGF ともにコントロール群に比べて，rIL-1群，

rIL-1/IL-4群の IL-8産生量は有意に増加したが，rIL-4群では，DGFの 24時間以外はコン

トロール群と有意差を認めなかった。また，全ての時間において，rIL-1群および rIL-1/IL-

4群の IL-8産生量は NGFに比べて DGFの方が有意に高かった（図 1B）。 

 

2. 遺伝子発現への影響 

 IL-6，IL-8 の遺伝子発現において，NGFでは rIL-1群に比べて rIL-1/IL-4 群の方がとも

に有意に低下したが，DGFでは有意に上昇した。また，rIL-4群は，NGF，DGFともにコン

トロール群と有意差を認めず，rIL-1群，rIL-1/IL-4群はコントロール群に比べて有意に上

昇した。rIL-1群，rIL-1/IL-4 群における IL-6 および IL-8 遺伝子発現は DGFの方が NGF

よりも有意に高かった（図 2 A，B）。 

 

3. 転写因子のリン酸化への影響 

 転写因子である NF-B p65，STAT6および STAT3のリン酸化について，それぞれ phospho- 
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NF-B p65，phospho-STAT6および phospho-STAT3をWestern blotting法にて検出することで

確認した。 

NGFにおける phospho- NF-B p65は，15分，30分とも全ての群で検出され，rIL-1群と rIL-

1/IL-4 群で相対シグナル強度は高かった。また，rIL-1群と rIL-1/IL-4 群間に有意差は認

められず，それぞれの群内での時間による有意差も認めなかった。一方，DGF における

phospho- NF-B p65は，15分ではコントロール群と rIL-4群で相対シグナル強度は低く，rIL-

1群と rIL-1/IL-4群で高かった。30分では全ての群で検出されたが，いずれも相対シグナ

ル強度は低く群間における有意差は認めなかった。rIL-1群と rIL-1/IL-4群は 15分よりも

30分の方が有意に低かった。また NGFとの比較では DGFの方が低かった。 

NGFにおける phospho-STAT6は 15，30分ともに rIL-4群と rIL-1/IL-4群で検出され両群間

に有意差は認めず，さらに時間による有意差も認めなかった。一方 DGFにおける phospho-

STAT6は 15分，30分で rIL-4群と rIL-1/IL-4群で検出されたが，30分の方がいずれの群も

相対シグナル強度は有意に低かった。また NGFとの比較では DGFの方が低かった。 

NGFの phospho-STAT3は 15分では全ての群に検出され，rIL-4群と rIL-1/IL-4群の相対シ

グナル強度はコントロール群とに有意差を認めるものの，DGF と比べて有意に低かった。

30 分の rIL-4 群および rIL-1/IL-4 群の相対シグナル強度は高かった。一方 DGF において

は，15分，30分ともに全ての群に検出が認められたが，15分では rIL-4群と rIL-1/IL-4群

において高く，rIL-4 群の方が有意に高かった。30分では，rIL-4 群と rIL-1/IL-4 群の間に

有意差はなく，さらに 15分に比べて低かった。 

 

考 察 

IL-4は，T細胞の分化誘導の他，免疫応答の調節，成長因子の制御，アポトーシスの制御な

ど多面発現性の因子である 14)。現在までに IL-4が IL-1，TNF-，LPSなどによって発現誘

導された炎症メディエーターを抑制するとの報告は数多く存在する 17, 20, 21)。歯周病におい

ても，IL-4は PGE2や Chemokine ligand 20の産生量の抑制や 17, 23)，炎症抑制に働く IL-10の

発現誘導に関与するなど 24)，抗炎症作用としての働きが報告されている。そのため，IL-4は

歯周病の改善に効果があるとされる 25)。しかしながら，hGF における炎症期の検証の報告

はなく，さらに DSにおける歯周病に対して炎症抑制系に着目した報告もない。以上の事か

ら，hGFにおいても IL-1によって発現誘導された IL-6や IL-8が IL-4によって抑制される

のか，また DGF においても同様の効果が得られるのかについて検証した。rIL-1添加では

我々の想定通りに NGFよりも DGFの方が IL-6および IL-8のタンパク産生量および遺伝子

発現は高かった。しかしながら，rIL-1群での phospho-NF-B p65の検出は NGFより DGF

の方が低かった。炎症ではサイトカインやケモカイン，接着分子が産生されるが，NF-Bは

これらの遺伝子発現誘導に関与する転写因子であり，通常は不活性な状態で細胞質に存在

し，シグナルを受容するとリン酸化されて活性化し，核に移行することで炎症応答を惹起す

る 18)。明らかにされているいくつかの経路のなかでも IL-1のシグナル伝達には NF-B p65
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が深く関与していると言われている 26, 27)。しかしながら今回，rIL-1によって発現誘導され

た炎症性サイトカインの IL-6，ケモカインの IL-8 は，NGFよりも DGFの方が有意に高か

ったにもかかわらず，NF-B p65のリン酸化反応は DGFの方が低かった。これは，DGFに

おいては炎症メディエーターの発現誘導が NF-B p65 だけでなく mitogen-activated protein 

kinases（MAPK）28, 29）や extracellular signal-related kinase (ERK)/ c-Jun N-terminal kinase (JNK)30, 

31)などの他の経路も深く関与している可能性も考えられる。また，最近，炎症誘導として IL-

6 アンプという IL-6 の増幅回路の存在が明らかにされた 32)。この増幅回路は線維芽細胞な

ど非免疫細胞に存在し，NF-B 経路と STAT3経路の同時活性によって局所的に炎症性サイ

トカイン，ケモカイン，増殖因子を持続的に産生する経路で，慢性炎症や自己免疫疾患で認

められる 32-34)。今回，rIL-4群の DGFにおいて特に 24時間の IL-6産生量が極めて高かった

ことや phospho-STAT3 の発現強度が早い時間に強く検出されたことからも，DGFにおいて

はこの IL-6 アンプがより強く引き起こされている可能性も考えられる。これらを明らかに

するためには，NF-B だけではない経路についても時間的因子も含めて検討する必要があ

る。また，NF-Bの活性にはその上流にある I kappa B kinase（IKK）複合体が分解される

ユビキチン化が必要であるが，興味深いことに，DS由来の細胞株において通常の状態でも

タンパクのユビキチン化機能が低下しているとの報告が Granese らによってなされた 35)。

彼らの報告によると，DSのリンパ芽球や胎児線維芽細胞では IKK複合体のユビキチン化が

減弱していることに起因して NF-B p65の発現が低くなるが，この現象は，21番染色体上

の Down's syndrome candidate region-1 （DSCR1）と Dual specificity tyrosine-phosphorylation-

regulated kinase 1A（DYRK1A）によって調節される免疫応答の重要な転写因子である nuclear 

factors of activated T cells (NF-ATs) の関与によるものであるとしている。具体的には，DSCR1

と DYRK1A の遺伝子発現が上昇するのに反して，本来上昇するはずの NF-ATs の発現量が

減少したことからこの転写機能の低下が NF-B p65 活性の減弱につながっていると結論づ

けている。この報告から，今回，DGFにおいて NGFよりも NF-Bp65のリン酸化反応が弱

かったのは同様に NF-ATsの活性低下が要因となる可能性があると思われた。  

 rIL-4群では，DGFおよびNGFともに IL-6産生量がコントロール群に比べて高かったが，

炎症は生体の防御反応であるため一時的に IL-6 が高くなることは正常な反応であり，IL-4

が IL-6の発現を誘発するとの過去の報告と同様の結果であると言える 36)。一方 IL-4による

IL-8 の発現誘導は認められなかったが，過去に肥満細胞では IL-4 によって誘発されるとの

報告 37)はあるものの刺激剤を添加した結果であり，多くは抑制に働く報告である 38)。以上

のことから hGFにおいては IL-4から直接的に IL-8の発現は誘導されないと思われた。 

rIL-1/IL-4 群の NGFでは rIL-1群よりも IL-6 および IL-8 の発現が減少したことから IL-4

は炎症抑制効果を示すと思われたが，DGFでは増大したことから，DGFに対しては抑制効

果を示さない可能性があると考えられた。IL-4 による炎症効果について転写因子のリン酸

化を確認した。phospho- NF-B p65は，NGF，DGFともに rIL-1群と rIL-1/IL-4群で検出

されたが，両細胞とも群間に有意差を認めなかった。従って，NF-B p65 は IL-4 の抗炎症
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作用には関与していない可能性が考えられた。 また，IL-4には 2つの受容体が存在する。

IL-4受容体 α鎖 IL-4Rαと共通 γ鎖よりなる type I受容体と，IL-4Rαと IL-13受容体 α鎖 IL-

13Rα1よりなる type II受容体である 39)。type II受容体は増殖抑制に関与し，type I受容体は

細胞の走化性や増殖能など生存に関与する経路と免疫応答の調節に関与する経路が存在す

る 39)。どちらの受容体においても，必須とされているのが転写因子である STAT6のリン酸

化である 40)。この STAT6のリン酸化による活性化によって， IL-6などを抑制することが報

告されている炎症抑制因子の IL-10 の発現誘導がなされる 41)。今回 NGF および DGF で，

IL-4添加により phpspho-STAT6が Western blotting法で検出されたことから，両細胞ともに

STAT6 活性化によるシグナル伝達は引き起こされたと考えられる。これは過去に歯根膜細

胞を用いた実験で，IL-4 による STAT6 の関与で炎症メディエーターの抑制がなされたとす

る結果 23)と同様である。しかしながら，DGFは NGFに比べて低いうえ，NGFでは 30分で

も持続して高く検出されたのに対し，DGFでは極めて低い検出であった。DGFにおいて IL-

4添加により IL-6および IL-8が NGFのように減少しなかった原因として，STAT6のリン酸

化が弱く，持続性ではないことが考えられる。さらに，前述では本実験結果から NF-B p65

は IL-4による炎症抑制に関与しない可能性を示唆したが，過去の報告では，IL-4が STAT6

を介して NF-Bの発現調節にも関与するとの報告や STA6と NF-Bの遺伝子配列に共通す

る配列が存在することから相互に影響を及ぼし合うとの報告もある 21, 22)。NGFでは， STAT6

および NF-B p65 ともにリン酸化が持続的に検出されており，相互に作用しあって炎症メ

ディエーターの発現を調節している可能性が高い。一方 DGFにおいては STAT6および NF-

B p65 ともにリン酸化が弱く持続性もないことから相互に作用しあったとしても弱い応答

であると考えられる。しかしながら，今回の実験では rIL-1と rIL-4を同時に添加して IL-4

による炎症抑制を検証したことから相互作用の検証には不十分であり，今後時間軸を加え

た研究検証が必要であると思われた。また，IL-4の Type IIレセプターには STAT6だけでな

く STAT3も関与する 19)。今回の実験において phospho-STAT3は，15分では DGFの方が NGF

よりも高く，30分では一転して DGFは極めて低くなり，NGFでは高かった。STAT3は，サ

イトカインシグナル伝達阻害因子（Suppressor of cytokine signalling）3（SOCS3）を発現誘導

することが知られている 42)。SOCS3は STAT3-SOCS3の経路から IL-6のシグナル伝達を抑

制する働きがあり，さらに STAT3 の時間的な活性量が抗炎症を規定し，長時間活性化した

STAT3は NF-Bを抑制する転写抑制因子として作用するとの報告がある 42, 43)。今回の実験

では，DGFの STAT3のリン酸化が一過性であったことが示され，STAT3による抑制効果は

得られなかったと考えられた。 

血漿における IL-4 の検出量を健常者と DS で比較した報告では両者間に有意差は認められ

なかったとしている 45)。今回，NGFでは IL-4による炎症抑制を認め，その責任因子として

STAT6および STAT3のリン酸化とその持続が考えられ，DGFではそれらの転写因子の弱く

持続性のないリン酸化によって炎症抑制が認められなかったと考えられる。以上のことか

ら DSの生体を考えた場合，IL-4については量的問題ではなく，機能的問題が存在している
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可能性が高いと思われる。さらに，DGFの方が NGFに比べて IL-6および IL-8のタンパク

産生量や遺伝子発現が高いのにもかかわらず，NF-B p65のリン酸化が弱いこと，また IL-

4によって IL-6および IL-8が増大したことについて，今後時間軸を含めた，NF-B p65と

STAT6の関係性など，細胞内のクロストークを追求する必要があると思われた。 

 

結 論 

 今回，IL-1によって発現誘導される IL-6 および IL-8 に対し IL-4 が抑制するかについて

NGFおよび DGFに rIL-1および rIL-4を添加することで検証した。rIL-1群では NGFより

も DGF の方が IL-6 および IL-8 のタンパク産生量および遺伝子発現は上昇したが，NF-B 

p65のリン酸化は NGFの方が高い結果であったことから，DGFにおいては NF-B以外の経

路ないし要因が炎症増大に働いている可能性が示唆された。また，NGFでは rIL-1/IL-4群

で rIL-1群と比較して，IL-6および IL-8のタンパク産生量ならびに遺伝子発現が低く，DGF

では高かったことから，NGFにおいては IL-4による炎症抑制効果を認め，DGFでは認めな

いことが示唆された。rIL-1/IL-4群での NF-B p65のリン酸化は NGF，DGFともに rIL-1

群と有意差を認めなかったことから IL-4による炎症抑制に NF-B p65は関与しない可能性

が考えられた。STAT6 と STAT3 のリン酸化は，NGFでは持続していたが DGFでは一過性

で持続性がなかったことから，DGFでは炎症抑制機構の異常があることが考えられた。 
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表１ プライマー配列 
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図説明 

 

図 1 rIL-1および rIL-4のタンパク産生量への影響 

 A：IL-6産生量，B：IL-8産生量 NGF（n=4）および DGF（n=4）ともに各実験群 n=1あ

たり 3 dishずつとした。NGF群，DGF群とも 12サンプル（n数×3 dish）から得られデータ

をグラフに示した。実験群は，白：コントロール群，グレー：rIL-4単独添加群（rIL-4群），

黒：rIL-1単独添加群（rIL-1群），斜線：rIL-1，rIL-4同時添加群（rIL-1/IL-4群）の 4つ

である。IL-6産生量は，NGF，DGFともにコントロール群に比べて rIL-4群および rIL-1群
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の方が有意に高かった。NGFは rIL-1群に比べて rIL-1/IL-4群は有意に低く，DGFは rIL-

1群と rIL-1/IL-4群に有意差は認めなかった（A）。IL-8産生量は，NGF，DGFともにコン

トロール群に比べて rIL-1群の方が有意に高かった。IL-4 群は DGF の 24 時間のみコント

ロール群と比べて有意に高かった。NGFは rIL-1群に比べて rIL-1/IL-4群は有意に低く，

DGFは rIL-1群よりも rIL-1/IL-4群の方が有意に高かった（B）。有意差を認めたものに＊

を付与した。＊：p＜0.05 

 

 

図 2  rIL-1および rIL-4の遺伝子発現への影響 

 

 

A：IL-6遺伝子発現，B：IL-8遺伝子発現 NGF（n=4）および DGF（n=4）ともに各実験群

n=1あたり 3 dishずつとした。NGF群，DGF群とも 12サンプル（n数×3 dish）から得られ

データをグラフに示した。ターゲット遺伝子の発現量は GAPDHに対する比率で表した。実

験群は，白：コントロール群，グレー：rIL-4単独添加群（rIL-4群），黒：rIL-1単独添加群

（rIL-1群），斜線：rIL-1，rIL-4同時添加群（rIL-1/IL-4群）の 4つである。IL-6，IL-8遺

伝子発現ともに，NGF，DGF でコントロール群に比べて rIL-1群の方が有意に高く，rIL-4

群は有意差を認めなかった。rIL-1群，rIL-1/IL-4群ともに NGFと比べて，DGFの方が有

意に高かった。NGFは rIL-1群に比べて rIL-1/IL-4群は有意に低く，DGFは rIL-1/IL-4群

の方が有意に高かった(A，B)。有意差を認めたものに＊を付与した。＊：p＜0.05 
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図 3  rIL-1および rIL-4の転写因子への影響 

 
 

IL-1および IL-4の細胞内シグナル伝達を確認するため，Western blotting法によって，転写

因子のリン酸化を検出した。リン酸化は，phospho- NF-B p65，phospho-STAT6および phospho-
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STAT3 のバンドの輝度値を内部標準である-actin の輝度値で標準化した相対シグナル強度

によって比較した。 

（A）phospho- NF-B p65；NGFでは 15分，30分で rIL-1群と rIL-1/IL-4群で高く両群間

に有意差は認めなかった。時間的依存も認められなかった。DGFでは 15分，30分で rIL-1

群と rIL-1/IL-4群で高く両群間に有意差は認めず，30分の方が有意に低かった。NGFより

も DGF の方が低かった。（B）phospho-STAT6；NGF では 15，30 分ともに rIL-4 群と rIL-

1/IL-4 群で検出され両群間に有意差は認めず，さらに時間による有意差も認めなかった。

DGFでは 15分，30分で rIL-4群と rIL-1/IL-4群で検出されたが，30分の方がいずれの群

も有意に低かった。NGFとの比較では DGFの方が低かった。（C）phospho-STAT3；NGFで

は 15分での検出は低く、30分で rIL-4群および rIL-1/IL-4群の相対シグナル強度は高かっ

た。DGFにおいては，15分，30分ともに全ての群に検出が認められたが，15分での rIL-4

群と rIL-1/IL-4群において相対シグナル強度は高く，rIL-4の方が有意に高かった。30分で

は，コントロール比べて rIL-4群と rIL-1/IL-4群の相対シグナル強度は高いものの 15分に

比べて有意に低かった。有意差のあったものに＊を付与した。＊：ｐ＜0.05 

 

 

 

 


